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Cardiovascular diseases (CVDs) are the most frequent cause of morbidity and 694 
mortality worldwide. CVDs can be classified as coronary heart diseases (CHDs), 695 
cerebrovascular diseases and peripheral arterial diseases. The primary process 696 
underlying CHD development is atherosclerosis, which is caused by dyslipidemia. 697 
Dyslipidemia, or a disturbed lipid profile,  is a key characteristic of the metabolic 698 
syndrome. Several in vitro and in vivo studies have shown that increasing 699 
apolipoprotein A-I (apoA-I) production, the main protein of the High Density 700 
Lipoprotein (HDL) particle, is a promising approach to reduce CVD risk.  701 
In this dissertation we focused on the effects of several (natural) compounds and 702 
cellular metabolic syndrome related pathways, such as endoplasmic reticulum (ER) 703 
-stress and inflammation, on apoA-I transcription in human hepatocellular 704 
carcinoma (HepG2) cells. Additionally, insight into new possibilities to increase 705 
apoA-I transcription using natural compounds was provided. 706 
Peroxisome-proliferator-activated-receptor-alpha (PPARα) is involved in apoA-I 707 
production, as the apoA-I promoter contains a PPAR binding site. Interestingly, 708 
preliminary data showed that PPARα agonists fenofibric acid and GW7647 exerted 709 
different effects on apoA-I production in HepG2 and CaCo-2 cells. To unravel why 710 
these agonists differently affected apoA-I production, their gene-expression profiles 711 
were compared. Microarray analyses suggested that CCAAT/enhancer-binding- 712 
protein-beta (C/EBP-β) might be responsible for the lower apoA-I production in the 713 
fenofibric acid condition. Therefore, the involvement of the C/EBP-β gene in 714 
disturbances within the metabolic syndrome was reviewed in chapter 2. The key 715 
message was that C/EBP-β is involved the differentiation and maturation of 716 
adipocytes, with a higher expression during ER- stress and pro-inflammatory 717 
conditions. In chapter 3, the effect of the C/EBP-β gene on apoA-I production 718 
using C/EBP-β silencing and isoform-specific overexpression experiments was 719 
evaluated. This role of C/EBP-β was investigated in ER-stressed, inflammatory and 720 
non-inflammatory conditions. Although a C/EBP binding consensus sequence is 721 
present in the apoA-I promoter, C/EBP-β silencing or isoform-specific 722 
overexpression affected apoA-I production in neither of the tested conditions 723 
(normal, inflammation and ER-stress). Therefore, we concluded that C/EBP-β was 724 
not a regulatory factor to influence hepatic apoA-I production. 725 
Because PPARα is involved in apoA-I production, in chapter 4 we searched for 726 
natural compounds with the ability to increase apoA-I transcription via increasing 727 
PPARα transactivation. We showed that 28 out of 2500 natural compounds 728 
increased PPARα transactivation by minimally 2-fold. Dose-response experiments 729 
in HepG2 cells using these identified compounds confirmed PPARα activity, as 730 
was illustrated by a PPARα target gene CPT1α. Furthermore, experiments resulted 731 
in the discovery of two compounds, 9(S)-HOTrE and cymarin that increased apoA-I 732 
transcription in HepG2 cells by 35% and 37% respectively. However, these results 733 
also illustrate that apoA-I transcription involves multiple regulatory players and 734 
PPARα activation alone is not sufficient.  735 
As endoplasmic reticulum ER stress, bromodomain and extra terminal (BET) 736 
protein inhibition and PPARα activation all influence apoA-I transcription, the link 737 
between these processes was studied in chapter 5. We found no link between ER- 738 
stress and BET inhibition, but both processes decreased PPARα mRNA 739 
expression and activity. Interestingly, both BET inhibition and PPARα activation 740 
ameliorated the apoA-I lowering effect of ER-stress, which showed that BET 741 
inhibition and PPARα activation are interesting targets to elevate apoA-I 742 
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transcription. As BET inhibition increased apoA-I transcription despite of decreased 743 
PPARα production and activity, this highlighted the importance of BET inhibition as 744 
a promising therapy to increase apoA-I transcription.   745 
Previous studies evaluated binding of fatty acids to the PPARα promoter. However, 746 
we found that binding to PPARα does not necessarily lead to PPARα 747 
transactivation. In chapter 6 we examined dose-response relationships between 748 
several fatty acids and PPARα transactivation in HepG2 cells. Lauric acid (C12:0) 749 
and lower doses of myristic acid (C14:0) increased PPAR transactivation. Palmitic 750 
(C16:0) and stearic acid (C18:0) inhibited, whereas their monounsaturated 751 
counterparts palmitoleic (C16:1(n-7)) and oleic acid (C18:1(n-9)) increased PPAR 752 
transactivation. Linoleic (C18:2(n-6)) and γ-linolenic acid (C18:3(n−6)) did not 753 
influence PPAR transactivation, while α-linolenic (C18:3(n-3)) acid strongly 754 
increased transactivation. Arachidonic (C20:4(n-6)), eicosapentaenoic (EPA, 755 
C20:5(n-3)), and docosahexaenoic (DHA, C22:6(n-3)) acid all activated PPAR 756 
transactivation at lower doses, but acted at higher concentrations as PPAR 757 
repressors. In line with these results, α-linolenic acid increased and DHA 758 
decreased apoA-I protein secretion and PPAR mRNA expression. 759 
Finally, in chapter 7 we aimed to discover natural compounds to elevate apoA-I 760 
transcription in HepG2 cells. Since evidence points towards a role for BRD4 761 
inhibitors in increasing apoA-I transcription, we particularly focused on natural 762 
compounds with the ability to bind to BRD4. After a literature search for 763 
compounds that could increase apoA-I or HDL concentrations, we generated three 764 
lists: list A, containing apoA-I increasing compounds with unknown BRD4 protein- 765 
binding capacity (including the compounds that were found to increase apoA-I in 766 
chapter 4: 9(S)-HOTrE and cymarin); list B with known BRD4 inhibitors that 767 
increased apoA-I production; and list C with reported BRD4 binding function, but 768 
with unknown effects on apoA-I production. By in silico comparison, the structures 769 
of the compounds on each list were compared to each other and to two natural 770 
compound databases. Comparing lists A and B to a natural in house DSM 771 
database resulted in the recognition of four compounds: hesperetin, equilenin, 772 
9(S)-HOTrE and cymarin. In list C, a common substructure was discovered in 60% 773 
of all BRD4-inhibitor compounds. This substructure was found in 179 compounds 774 
from the Dictionary of Natural Products (DNP). Obviously, it would be interesting to 775 
test the effect of these compounds or the ethylbenzene substructure itself on apoA- 776 
I production in future studies. Experiments in HepG2 cells revealed that equilenin, 777 
9(S)-HOTrE and cymarin increased apoA-I transcription respectively by 27%, 35% 778 
and 37% whereas hesperetin did not. For each of these compounds also a 779 
structural look a like compound was selected. For hesperetin this look a like was 780 
eriodictyol, for equilenin it was hordenine, for 9(S)-HOTrE it was 5(S),15(S)- 781 
DiHETE and for cymarin we chose emicymarin. Of the structural look a likes, 782 
eriodictyol and emicymarin increased apoA-I transcription by 35% and 77%. Based 783 
on these findings, we concluded that next to equilenin, 9(S)-HOTrE and cymarin, 784 
which were found in literature and in the study presented in chapter 4, the two 785 
natural compounds eriodictyol and emicymarin may be interesting targets for 786 
further studies to increase apoA-I production. 787 
In conclusion, the present dissertation contributes to an improved understanding of 788 
processes involved in apoA-I transcription. Additionally, new natural compounds 789 
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Hart- en vaatziekten (H&VZ) zijn wereldwijd de belangrijkste oorzaak van ziekte en 867 
sterfte. H&VZ kunnen worden geclassificeerd als coronaire hart ziekten (CHZ), 868 
cerebrovasculaire ziekten en perifere vaatziekten en zijn sterk gerelateerd aan een 869 
verstoord vetprofiel (dyslipidemie) in het bloed. De primaire oorzaak van het 870 
ontwikkelen van CHZ is atherosclerose, een ontstekingsproces in de vaatwand 871 
veroorzaakt door dyslipidemie. Dyslipidemie en atherosclerose zijn sterk 872 
geassocieerd met het metabool syndroom. Verschillende in vitro en in vivo studies 873 
hebben aangetoond dat het verhogen van apolipoproteine A-I (apoA-I), het 874 
hoofdbestanddeel van het Hoge Dichtheid Lipoproteïne (HDL) deeltje, een 875 
veelbelovende methode is om het risico op H&VZ te verkleinen. 876 
In dit proefschrift hebben we gefocust op de effecten van verschillende (natuurlijke) 877 
stoffen en cellulaire en metabole pathways, waaronder ER-stress en inflammatie, 878 
op apoA-I transcriptie in humane levercarcinoma cellen (HepG2). Hiernaast is 879 
inzicht verkregen in nieuwe mogelijkheden om de apoA-I transcriptie met behulp 880 
van natuurlijke stoffen te verhogen. 881 
Vanuit eerdere studies is bekend dat de transcriptiefactor peroxisome-proliferator- 882 
activated-receptor-alpha (PPARα) betrokken is in de productie van apoA-I. De 883 
promotor van apoA-I bevat een bindingsplaats voor PPARs. Interessant is dat 884 
eerdere data van onze groep heeft aangetoond dat twee PPARα agonisten 885 
fenofibric acid en GW7647 beiden een ander effect hadden op de apoA-I productie 886 
in humane carcinoma lever en darm cellen (HepG2 en CaCo-2). Om te achterhalen 887 
welke transcriptie- of co-factoren van invloed waren op het ontstaan van deze 888 
effecten van deze agonisten op de apoA-I productie is met behulp van de 889 
microarray techniek de genexpressie van met fenofibric acid en GW7647 890 
behandelde HepG2 en CaCo-2 cellen vergeleken. Dit resulteerde in de hypothese 891 
dat CCAAT/enhancer-binding-protein-beta (C/EBP-β) verantwoordelijk zou zijn 892 
voor het de lagere apoA-I productie gezien na behandeling met fenofibric acid. 893 
Literatuuronderzoek uit hoofdstuk 2 heeft aangetoond dat het C/EBP-β gen 894 
betrokken is bij verschillende processen waaronder de differentiatie en maturatie 895 
van adipocyten, maar ook bij processen als ER-stress en inflammatie.  896 
Om te onderzoeken of C/EBP-β inderdaad een rol speelt in apoA-I productie werd 897 
het C/EBP-β gen gesilenced of tot overexpressie gebracht in HepG2 cellen, onder 898 
normale, inflammatoire en ER-stress geïnduceerde omstandigheden (hoofdstuk 899 
3). Hoewel de promotor van apoA-I ook een bindingsplaats bevat voor C/EBP, 900 
zorgde isovorm specifieke overexpressie en silencing van het gehele C/EBP-β gen 901 
niet voor een verandering in apoA-I productie, ook niet tijdens inflammatie of ER- 902 
stress. Om deze reden kan men concluderen dat C/EBP-β niet betrokken is in 903 
apoA-I productie en dus niet bruikbaar is om de productie van apoA-I in levercellen 904 
te beïnvloeden. 905 
Aangezien het bekend is dat PPARα betrokken is in de productie van apoA-I, is in 906 
hoofdstuk 4 gezocht naar PPARα activerende stoffen. Uiteindelijk zijn uit een lijst 907 
van 2500 natuurlijke stoffen 28 PPARα activerende stoffen gevonden. 24 van deze 908 
stoffen waren commercieel beschikbaar en zijn dus getest op hun effect op de 909 
apoA-I transcriptie in HepG2 cellen. De experimenten met deze natuurlijke stoffen 910 
resulteerde in de ontdekking van 9(S)-HOTrE en cymarin, die apoA-I met 911 
respectievelijk 35% en 37% verhoogden. Op basis van deze data kon men 912 
concluderen dat meerder factoren naast PPARα betrokken zijn in het verhogen van 913 
de apoA-I transcriptie in HepG2 cellen. 914 
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De processen endoplasmatisch reticulum (ER)- stress, bromodomein en extra 915 
terminal (BET) eiwit inhibitie en PPARα activatie beinvloeden allen de apoA-I 916 
transcriptie. Daarom is in hoofdstuk 5 de link tussen deze drie processen 917 
bestudeerd. We vonden geen link tussen ER-stress en BET inhibitie, echter beide 918 
processen verlaagden PPARα mRNA expressie en de activiteit van PPARα. 919 
Interessant was dat BET inhibitie en PPARα activatie aanwezige ER-stress 920 
verminderen, en de het remmende effect van ER-stress op apoA-I transcriptie 921 
verminderen. Deze bevindingen lieten zien dat beide processen interessante 922 
targets zijn in apoA-I transcriptie. Het feit dat BET inhibitie de apoA-I transcriptie 923 
van apoA-I verhoogde terwijl gelijktijdig PPARα productie en activiteit laag was, 924 
geeft aan dat BET inhibtie een veelbelovende therapie is om apoA-I transcriptie te 925 
verhogen.  926 
Eerdere studies hebben voornamelijk gefocused op de binding van vetzuren aan 927 
de promotor van PPARα. In hoofdstuk 6 zijn dosis respons relaties getest van 928 
verschillende vetzuren en hun effect op PPARα transactivatie in HepG2 cellen. Uit 929 
deze experimenten bleek dat binding aan de promotor van PPARα niet 930 
noodzakelijkerwijs tot PPARα transactivatie leidt. Laurinezuur (C12:0) en lagere 931 
dosissen myristinezuur (C14:0) verhoogden PPARα transactivatie. Palmitinezuur 932 
(C16:0) en stearinezuur (C18:0) remden, terwijl hun enkelvoudig onverzadigde 933 
tegenhangers palmitoleïnezuur (C16:1(n-7)) en oliezuur (C18:1(n-9)) PPARα 934 
transactivatie verhoogden. Linolzuur (C18:2(n-6)) en gamma- 935 
linoleenzuur (C18:3(n−6)) zorgde niet voor een toename van de PPARα 936 
transactivatie, terwijl α-linoleenzuur (C18:3(n-3)) de transactivatie van PPARα sterk 937 
liet toenemen. Arachidonzuur (C20:4(n-6)), eicosapentaeenzuur (EPA, C20:5(n-3)) 938 
en docosahexaeenzuur (DHA, C22:6(n-3)) zorgde voor een verhoging van de 939 
PPARα transactivatie bij lage dosissen, echter bij hogere concentraties gedroegen 940 
deze vetzuren zich als repressor van de transactivatie. In lijn met deze resultaten, 941 
verhoogde α-linoleenzuur en verlaagde DHA de apoA-I protein excretie en PPARα 942 
mRNA expressie.  943 
In hoofdstuk 7  van deze dissertatie is gezocht naar natuurlijke stoffen die de 944 
apoA-I transcriptie in HepG2 cellen verhogen. Omdat studies hebben aangetoond 945 
dat BET inhibitie, en specifiek de inhibitie van BRD4, tot een verhoging van de 946 
apoA-I transcriptie leidt, is in deze studie ook de binding van natuurlijke stoffen aan 947 
BRD4 onderzocht. Literatuur onderzoek resulteerde in een lijst A met stoffen die 948 
apoA-I verhogen (waaronder 9(S)-HOTrE en cymarin), lijst B met apoA-I 949 
verhogende BET inhibitors, en lijst C met BRD4 bindende stoffen (IC50<500nM). 950 
Met behulp van in silico vergelijkingen zijn de molecuulstructuren van alle lijsten 951 
met elkaar en met twee natuurlijke stoffen databases vergeleken. Het vergelijken 952 
van lijst A en B met de natuurlijke databases resulteerde in de bevestiging van vier 953 
stoffen die inderdaad natuurlijk bleken te zijn: hesperetin, equilenin, 9(S)-HOTrE en 954 
cymarin. In lijst C werd in 60% van alle stoffen een substructuur gevonden. Deze 955 
substructuur is teruggevonden in 179 natuurlijke stoffen uit de database Dictionary 956 
of Natural Products (DNP). Het zou interessant zijn om te testen wat het effect van 957 
deze ethylbenzeen structuur is op apoA-I transcriptie in toekomstige studies. De 958 
experimenten in HepG2 cellen lieten zien dat equilenin, 9(S)-HOTrE en cymarin 959 
apoA-I transcriptie verhoogden met respectievelijk 27%, 35% en 37%. Hesperetin 960 
verhoogde apoA-I transcriptie niet. Voor elk van de vier geteste stoffen werd een 961 
andere commercieel beschikbare structuur met een zo hoog mogelijke gelijkenis 962 
getest. Voor hespeterin was dit eriodictyol. Voor equilenin werd 963 
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hordenine gekozen, voor 9(S)-HOTrE was dit 5(S),15(S)-DiHETE en voor cymarin 964 
werd het effect van emicymarin op apoA-I transcriptie getest. Van de compounds 965 
met de hoge structuur gelijkenis zorgde eriodictyol en emicymarin voor een 966 
toename in apoA-I van 35% en 77%. Gebaseerd op deze bevindingen 967 
concludeerden we dat, naast 9(S)-HOTrE and cymarin, de compounds eriodictyol 968 
and emicymarin interessante nieuwe natuurlijke targets zijn voor toekomstig 969 
onderzoek naar het verhogen van de apoA-I productie. In deze dissertatie is een 970 
bijdrage geleverd aan een beter begrip van de factoren en processen die 971 
betrokken zijn in de apoA-I transcriptie in HepG2 cellen.  972 
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